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論 文 内 容 要 旨
近年水産動物 である魚類について も ・その免疫機構 に関す る研 究が進み ・種 々の抗原に対す る体液
性,細 胞性免疫応答の有無やそれに関与する細胞に関す る研究が重ね られつつある・ しか し哺乳動物
の域には達 してお らず,と りわ け腫瘍 ・ウィルス感染な どにおける異物 細胞除去機構に関 してはほ と
んどわか っていな い。
哺乳動物 では腫瘍や ウイルス感染細胞 などの排除機構 として,そ れ らの細胞に対す る抗体 を介 して
破壊を行 う抗体依存性細胞仲介性細胞傷害(antibody-dependentce11-mediatedcytotoxicity,
ADCC)の 他に,腫 瘍細胞 に対 して直接 細胞傷害を示 すいわゆる自然細胞傷害活性(natUral
kiHeractivity,NK活性)が 明 らかに されている。いずれ も腫瘍発生や感染 の防御機構 として重
要な役割を果 していることが示唆 されて いる。 この両活性の研究は魚類を含む下等脊椎動物 ではほ と
んどな されていない。
本研究は最初 にまずADCC機 構が進 化の段階で どの ように発達 して きたかを知る ことを 目的 とし
た。 ところがそのよ うな 目的 で,魚 類を含む各種脊椎動物 白血球 のADCC活 性 を検討 してい く過程
で,コ イ(Cyprinuscarpio)の腎臓か ら分離 した白血球が抗体 な しで直接哺乳動物培養株細胞 に強
い細胞 傷害活性 を示 す ことを見 い出 した。 この現象は哺乳動物 におけ るいわゆるNK活 性に類似する
ものであ り,魚類におけ る腫瘍,感 染防御 の極めて重要 な機構であると考え られ るので,こ のコイ腎
臓白血 球に よるNK活 性の詳細な検討を行 った。以下にその概要 を述べ る。
1.各 種 脊 椎 動 物 白血 球 のADCC活 性
ニワ トリ赤 血球お よび ヒ ト培養株細胞であるF工 細胞 に対する特異的な ウサギ抗体 を作製 し,この
特異抗体 の存在 のもとに51Crをラベルした上記 ターゲ。ト細胞 と各種脊椎動物 の白血 球とを混合培養
し,上 清 中に放 出され る510r量よりそれぞれのターゲ ット細胞に対す るADGO活 性 を測定 した。
ニ ワトリ赤血球に対するADCC活 性 は,ヒ トおよび ・・ウス白血球に認め られたが,ニ ワ トリ,スッ
ポン,カ エル,コ イには認 め られなか った。従 ってADCO活 性は哺乳動物 に発達 している免疫反応
であ ることが示唆 された。 しか し,ADCG活 性は種 々の実験条件,例 えぽ用 いる抗体の種 などにょ
って影響を受け るので,コ イ白血球の ニワ トリ赤血球に対す るADGG活 性を同種のコイに免疫 した
抗体を用 いて検出を試みたが,や は り検出されなか った・従 って コイ白血球 にはADOO活 性が発達
していない ことが強 く示 唆された・
次いで,F工 細胞 に対す る各種脊椎 動物白血球のADCC活 性を検討 した(Fig.1)。ヒ ト末梢血
よ り分離 した白血球には強いADCC活 性が認 め られたが,ウ サギ,マ ウス,ニ ワ トリ,ス ッポ ン,
カェルには認め られなか った。 ニワトリ赤血球には強いADCG活 性を示 したマ ウス白血球は,FL
細胞 に対 してはほ とん ど活 性を示 さな か った。 この ことはACDD活 性は ターゲ ット細胞によ って
影響を受けることを示唆する・ しかし,い ずれにしろ コイにはADCC活 性は認 め られないとい う結
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論 となった。 しかし,Fig。1に示すようにこの研究の過程で興味深い現象 が見い出された。コイ腎
臓の白血球が抗体の有無にかかわらず強い細胞傷害活性(NK活 性)を 示すことである。この活性は
他の脊椎動物白血球では認められないことから,コイ腎臓白血球に特異な反応℃あることが示唆され
た。以下この機構を解析 した成績を示す。
2.コ イ 腎 臓 白 血 球 に よ る 各 種 哺 乳 動 物 培 養 株 細 胞 に 対 す るNK活 性 の 検 出
お よ び 硬 骨 魚類 に お け るNK活 性 の 種 的 分 布
種々の細胞を ターゲ ット細胞 とし,コ イ腎臓白血球のNK活 性を検討 した。Table1に 示す よう
に,コ イ腎臓白血球は哺乳動物培養株細胞 であ るFL,WISH,HELA,DAUDI,P3HR-1,
GMK,LM-1D綱 胞には強いNK活 性 を示 したが,正 常細胞 であ るヒ ト胎児肺細胞,マ ウス胸腺お
よび脾臓 白血球,ニ ワ トリ赤血球,ヒ ツジ赤血球に対 しては全 くNK活 性 を示 さなかった。培養株細
胞は,細 胞増殖能,細 胞膜,染 色体 などに異常の起 こってい る細胞であ り,コ イ腎臓白血球は このよ
うな異常化 した細胞のみを選択的 に傷害 することが明 らかになった。すなわち コイのNK活 性は腫瘍
な どの細胞 の異 常化 に対 する監 視機構 として働いてい る可能性 が示唆 されたQ
次い で,こ のNK活 性が硬骨魚類 に普遍的に存在する現象であるか ど うかを,い くつかの魚種の腎
臓白血球 を用いて検 討 した。Table2に示す ように,著 明なNK活 性は淡水硬骨魚の コイ,ゲ ソゴロ
ウブナ,ソ ウギ 。,ドジ 。ウ,ライ ギ。に認め られたが,淡 水 硬骨魚のうちニジマス,ブ ル ーギル,ニホ
ソウナギには認 められなか ったoま た調べた範囲の海産魚(ウ マズラハギ,ス ズキ,ア イナ メ,エ ゾ
アイナ メ,ク ロダイ,カ ワガレイ,ト ウベツカジカ,メ バル)で は全 くNK活 性は検出 され なか ったQ
このNK活 性の種的分 布は,遺 伝的 に規定 され てい る可能性 と外界 か らの刺激に よるNK活 性の活性
化 の有 無によって生 じてい る可能性 の両者が考 えられる。
3.コ イ 腎 臓 白血 球 に よ る 細 胞 傷 害 の メ カ ニ ズ ム
コイ腎臓 白血球が どの ような メカニズムで細胞傷害を営むかを調べ,次 のような結果 を得た。① コ
イ腎臓 白血球のみを培養 し,そ の培養上清に よる細胞傷害活性 を検討 したが,培 養上清では培養株細
胞 に対す る細胞傷害活 性は全 く認 め られなか った。② 白血球を凍結融解 し,液 状 とした細胞成分 では
活性は検出 されなか った(Table3)。これ らのことか ら,コ イ腎臓の白血球 が細胞傷害活性を示す
ためには,生 きた白血球 が直接 ターゲット細胞 と接触することが必要 であ り,白 血球か ら遊離する何ら
かの液性因子に よって行 なわれ てい るのではないことが示唆 された。③ この細胞傷害活性 の反応 を
51Grの放 出の経時変化 で見る と ,約6時 間で51Grの放出は プラトーに達 し(Fig.2),数時間以内に
反応が終了する迅速な反応であることが明 らか にな った。④ この反応の温度依 存性について検討 して
み ると,0℃ では ほとんどNK活 性 を示 さず,4℃,エ5℃ か ら除 々に活性が上昇 し,25℃ を ピー
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クとして37℃ ではNK活 性は抑 制を受け ることが明 らかになった(Fig.3),すなわち,こ の反応
はコイの生理的な至適温度である25℃ 付近 で最 も強 い活 性を示 すものと考 えられ る。 ⑤コイ腎臓 白
血球を トリプシン.EDTA,窒 化 ソーダ,ヨ ー ドアセ トア ミドな どで処理す るとNK活 性は著 しく
阻害 された ・従 って この コイ腎臓 白血球がN琴 活性 を示すためには ・トリプシソに感受性を示す細胞
膜の タソパ クが必要であること,こ の反応が2価 イオン依存性の反応 であ ること,エ ネルギー代謝が
この丼K活 性を示す際に必要 であ るこ とが示唆 され る。
以上の実験 か ら,コ イ腎臓白血球のNK活 性は哺乳動物 におけるnaturalkiller(NK)細胞に よ
る腫瘍細胞傷害 のメカニズムとはその至適温度が異 るが,そ の他の点 ではよ く一致する ことを示 して
いるo
4.コ イ 腎臓 白 血 球 の 貧 食 細 胞 とNK活 性 と の 関 連
コイ腎臓 よ り分離 した白血球は形 態学的 には リソパ球,マ クロフ ァージや多核球様の細胞な どの多
様な細胞集団か らなって いる。 そこで実際にNK活 性を示す白血球 はどのよ うな性状を持つ細胞であ ・
るのかを検討 した。 まず貧食細胞 とNK活 性 の臓器分 布につ いて,腎 臓,末 梢血,脾 臓 で検討を行 っ
たが,Fig.4に 示す ように,腎 臓 では貧食細胞 の割合 も多 く,一 定数の細胞当 りのNK活 性 も常に
高い ことが明 らか にな った。 また末梢血,脾 臓の各々の白血球で も貧食細胞 の割合 とNK活 性 との間
には密接 な関連のあ るこ とが示 された。そ こで貧食細胞を特異的 に不活化す るラテ ックスで コイ腎臓
白血 球を処理 し,そ のNK活 性を調べた。その結果,Fig.5に示す ように,ラ テックス処理に より,
白血球 の酵母 菌貧食能は よ く抑 制され,そ れ と並行 してNK活 性 も抑制を受けた。従 って貧食作用を
持つ細胞 がNK機 能を営む細 胞であることが示 唆 された。更に,ア ラ ビア ゴム溶液 による不連続密度
勾配遠沈法に よりコイ腎臓白血球を分画 し,各 フラクシ ・ソのNK活 性 と貧食細胞を検討 してみると,
NK活 性 は比較的比重 の軽い フラクシ。ソに認め られたが,貧 食細胞は広い範囲の フラクシ 。ソに分
画され た(Fig.6)。従 ってNK活 性 を示す細胞 は貧食細胞の中でも比較的比重 の軽い細胞に属す る
もの と考 えらドれる。
5.総 括
本 研究 では,魚 類であ るコイ(Cyprinuscarp孟o)の腎臓 白血球 に腫瘍細胞に対す るNK活 性が
存在す ることを初めて明 らかにした。更 に,そ のメカニズ ムの検討を行い,貧 食作用 を持つ細胞の一
部 にその活性 が存在す ることを示 した。最近,哺 乳動物 では,い わゆ るNK細 胞が腫瘍発生 に対 して
最初に防御に働 く細胞 ではないか と考 えられてお り,そ の重要性 が注 目を集めている。魚類であ るコ
イにもNK活 性が存在す ることは,NK活 性は進化 の古い段階から異物細胞に対する排 除機構 して働い
ている基本的な免疫反応 であることが推定 され る。しか し ・魚類 のNK活 性は コイな どの特定 の淡水硬
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骨魚にのみ著明な活性が検出される。これ らの魚種では遺伝的素因,あ るいは外界からの抗原刺激に
よってNK活 性が著 しく高いことが推定されるが,コイな どの特性を知る上で興味ある問題である。
また水産学的にも魚病などの管理の上で,生体 の防御機構としてNK活性がどのような役割を担って
いるのかを更に究明していくことは重要な.課題であると考えられるb
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TABしE2
Distributionofnaturalkilleractivityof
leukocytesinvariousfishesonFLcells
門shes (n)Cytotoxicity(ro51Cr-release)
(Freshwater)
Cyprinuscaroio
Carassiuscuvieri
Ctenopharynogodonidella
Misgurnusanguillicaudatus
Channaarqus
Lepomismacrochirus
Salmogairdneri
Anguillajaponica
(Saltwater)
Amansesmodestus
Lateolabraxjaponicus
Hexagrammosotakki
Hexagrammosstelleri
Myliomacrocephalus
Platichthysstellatus
(10)
(3)
(z)
(1)
(1)
(T)
(5)
(2)
(3)
(1)
(z)
(1)
(2)
66.9
54.9
57.1
27.8
24.4
2.5
0.0
0.5
0.3
0.0
0.5
0.5
0.6
0.a
lOsstCr-labelledFLcellswereincubatedwith2x1061eukocytes
ofvariousfishesfor6hrs.Thedataaregivenasthemeanvalues
ofthe51Cr_reTeaseofdifferentindividualsminusspontaneous51Cr-
release.
TABLE3
NaturalkilleractivityofWholeCell,CellCulture
FluidandCell-lysateofcardkidneyleuko-
cytesagainstFLCells
Effector
cells
Formsof
effectors
Cytotoxicity
(%siCr-release)
Kidney aCells
bSupernatant
Ce111ysateC
89.1
4.4
3.9
105ユFLcellswere.incubatedwithvariousforms
ofeffectorcellsat25ｰCfor6hrs.(a)2x106non-
treatedcells.(b)Thesupernatantfluidsfromthe
culturesof2x106indicatedeffectorcellsat25ｰC
for6hrsinRPMI1640mediumcontaining10%fetalcalf
serum.(c)Thecelllysateoftheindicatedeffector
cells(2x106)bythefreezingandthawing.Dataare
givenasthemeanvaluesinduplicateassays.
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審 査 結 果 の 要 旨
近年魚類 についても免疫機構に関す る研究が行われ るようになったが,哺 乳類に くらべ るとまだ知
見が少 な く.特 に腫瘍,ウ ィルス感 染な どにおける異物細胞除去機構に関 してはほ とんど知 られてい
ない 。
本 研究は,放 射性クロームで標識 した標的細胞 よりのクロームの放出を指標 として,各種脊椎動物の抗
体依存性細胞仲介性細胞傷害作用の比較研究を行 なった中で,魚類 としてえ らんだコイに抗体の介在を
必要 とせず,細 胞が直接標的細胞を傷害す る自然細胞傷害 作用(ナ チユラルキラー アクテイビテイー
NK活 性)が 存在す ることを発 見 し,これについて研究 を進めた ものである。 コイに認め られたNK
活性は,腎 臓白血球 では常に,末 梢血お よび脾 臓では個体に より存在 し,淡 水魚では他に しらべた七
種中.フ ナ,ソ ウギヨ,ド ジ ヨウ.ラ イギヨに認められたが,海 産魚では調査 した八 種全部に認め ら
れなか った。 この活性は正常細胞に対 しては傷害 を示 さず,腫 瘍細胞を撰択的に傷害す る。
コイの腎臓白血球 につい てそのNK活 性のメカ ニズムの検討を行な った結果,こ の反応が,6時 間
以内に完了す る迅速 な反応 であ るこ と,25℃ で最 も活 性が強いこと,ト リプシンに感受性を示す細
胞膜の タンパクが必要であ り,2価 イオ ン依存性で,エ ネルギー代謝を必要 とすることを明 らか に し
た。
コイ腎臓 よ り分離 した白血球は形態的には リンパ球 、マ クロフアージや多核球様 の細胞 などの多様
な細胞か らなってい るのでいかな る細胞がNK活 性 をもつかについて実験を行なった結果活性をもつ,
細胞 は貧食作用をもつ細胞 に属す ることを明 らかに した。
哺乳類 において も近年発見されたNK細 胞 は,腫 瘍細胞に対 して最初に防御に働 く細胞 として重要
性が注 目されつつ あるが魚類で初め て発見 されたこのNK細 胞も.重 要 な免疫機構を なしてい るもの
と考 え,魚 類養殖などにおける魚病の管理 に も大 きな意議を もつ もの と考 えている。
以上の諸知見は多 くの新知見を含み,学 問上な らびに応用上貢献す るところが大きく,審 査員一同
は.農 学博士 の学位を与えるに充分である と認定 した。
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